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論 文 の 内 容 の 要 旨
　哺乳動物では、卵子は卵丘細胞に包囲された状態で卵管へ排卵され、卵管膨大部で精子の到達を待機して
いる。卵子と卵丘細胞の複合体を維持する細胞間マトリクスを除去すると、体外受精率が極端に低下するた
め、卵子卵丘細胞複合体（塊）として存在することが受精に重要であると考えられている。一方、卵丘細胞
層の機能・役割に関するこれまでの研究によって、卵子透明帯への精子到達の制御、精子運動性の刺激、お
よび精子アクロソーム反応の誘起などが示唆されてきたが、詳細に関しては不明である。精子の卵丘細胞塊
への侵入とそれに引き続く卵丘細胞層通過の分子機構も不明であるが、長い間、多糖であるヒアル口ン酸が
細胞間マトリクスに含まれているため、精子ヒアルロニダーゼが精子通過で重要な役割を果たしていると考
えられてきた。ヒアルロニダーゼは、アクロソーム反応精子の 2次的な透明帯結合因子として働くことも推
測されている。現在まで、マウス精子ヒアルロニダーゼとして HYAL5 と SPAM1 が同定されており、SPAM1
に関してはその欠損マウスが作製され、精子の卵丘細胞層通過が有意に遅延することが報告されている。そ
こで、この研究では、HYAL5 欠損マウスを作製し、野生型や SPAM1 欠損精子と比較することによって、受
精におけるマウスヒアルロニダーゼの機能に関する新たな総括的知見を得ることを目的としている。
　まず、ES細胞経由の遺伝子相同組換え法によって HYAL5 欠損マウスを作製した。予想に反して、HYAL5
欠損オスマウスは SPAM1 欠損マウスと同様に、正常な繁殖能を有していることが明らかになった。また、
体外受精試験によって、野生型と HYAL5 欠損マウス精子間の機能的な相違は見られなかった。しかし、野
生型や HYAL5 欠損精子と比較して、SPAM1 欠損精子は卵丘細胞塊への侵入と卵丘細胞層通過で明確な機能
障害を有していることが判明した。したがって、これらふたつのヒアルロニダーゼは、受精に必要不可欠で
はないものの、SPAM1 だけが精子の透明帯到達で機能していることが明らかになった。
　次に、ヒアルロニダーゼ酵素活性が実際に精子の卵丘細胞塊への侵入と卵丘細胞層通過に関与しているの
かどうかを検証するために、ヒアルロニダーゼ酵素阻害剤であるアピジェニンを用いて受精過程での精子機
能を調べた。興味深いことに、その阻害剤によって精子の卵丘細胞分散は阻害されたが、精子は正常に卵丘
細胞塊へ侵入し、かつ卵丘細胞層を通過した。加えて、アピジェニン存在下でも精子は正常に受精できるこ
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とが明確となった。
　以上の研究によって、精子ヒアルロニダーゼは受精で何らかの役割は果たしているものの必要不可欠でな
いことが結論付けられた。特に、その酵素活性は精子の卵丘細胞層通過に不必要であることが明らかになっ
た。また、SPAM1 が精子の卵子卵丘細胞塊への侵入と卵丘細胞層通過に関与しているが、それはそのヒア
ルロニダーゼ活性ではなく、タンパク質が持つ別の機能であることが示唆された。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　哺乳動物の受精での精子と卵子卵丘細胞複合体との相互作用は、その重要性は理解されているが、詳細に
関しては不明である。特に、精子ヒアルロニダーゼが発見されてから 50 年以上が経過しているのにもかか
わらず、受精での役割に関して直接的な証明が得られていない。
　この研究では、精子膜上に GPIアンカーするヒアルロニダーゼ HYAL5 と SPAM1 の機能的な役割を明ら
かにしている。予想に反して、HYAL5 は卵丘細胞層の精子通過を含めた受精の諸過程に必要でないことが
明確となった。また、HYAL5 欠損精子と SPAM1 欠損精子を用いた比較研究から、これらのヒアルロニダー
ゼが卵丘細胞マトリクスを分散する能力はあるものの、HYAL5 よりも SPAM1 が精子の卵丘細胞層通過で重
要な役割を果たしていることを明確にしている。さらに、生体外の系ではあるが、精子ヒアルロニダーゼが
保持する酵素活性が精子の卵子卵丘細胞塊への侵入と卵丘細胞層通過に関与していないことを実証してい
る。
　これまで不明であった精子ヒアルロニダーゼ HYAL5 と SPAM1 の受精での機能に関して、世界に先駆け
て実験的に証明したことは十分に評価できるが、精子の卵子卵丘細胞複合体との相互作用について普遍的な
最終結論を得るまでには至っておらず、今後に残された課題も少なからずある。しかし、研究自体は非常に
注意深く行われているため、十分な信頼性を有しており、当核研究分野の発展に貢献したと考えられる。
　よって、著者は博士（生物工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
